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が 32 nm で設計・製作されたパーソナルコンピュータ用 CPU が市販されており、さらに
































































































































































































































































































































































































































































































































































































































システムは、主に以下の 3つの部分で構成されている。すなわち、１）厚さ 0.2mm のカ
バーグラス上に 5μm の高さとなるようにフォトレジストで作成したマイクロチャンバ
























































① 洗浄済みのカバーグラス上に光硬化性樹脂（SU-8 5、日本化薬株式会社）を 2 ml
滴下し、２．２．２で述べたスピンコーター（1H-DX2、ミカサ株式会社）を用いて
膜厚が 5 μm となる条件、500 rpm で 5 秒間、続いて 3,000 rpm で 30 秒間回転させ、
均一な光硬化性樹脂の薄膜を作製した。 
② 上記①で作製した基板を 65℃に設定したホットプレート上に 1 分間、次いで 95℃
に設定した別のホットプレート上に3分間乗せて加熱し、余分な溶媒を揮発させた。 
③ 次に２．２．３で述べたコンタクト式露光装置（MA-20、ミカサ株式会社）を用い、
②の基板にフォトマスクを密着させて高圧水銀灯の i 線（365 nm）120 mJ/cm2 の条
件で露光した。 
④ 光硬化性樹脂の架橋反応を促進するために、65℃のホットプレート上に 1分間、次
いで 95℃のホットプレート上に 1分間乗せて加熱した。 














半透膜（Spectra/Por Membrane MWCO: 25,000, Spectrum Laboratories, Inc.）を純
水で洗浄した後 5 cm 四方の大きさに切った。洗浄された半透膜を 0.2 M NaIO4水溶液
に 5時間浸し、セルロースの水酸基を酸化させることによりアルデヒド基を生じさせた。
反応させた半透膜を0.1 M リン酸緩衝液（pH 6.0）で2回洗浄し、15 μg/ml streptavidin 
hydrazide （PIERCE）を含む 0.1 M リン酸緩衝液（pH 6.0）と反応させた。ここでア




洗浄・乾燥させたカバーグラスを 25 ℃で 1 % 3-（2-aminoethylaminopropyl）
trimethoxysilane 水溶液に 30 分間浸し、その後 140 ℃で 30 分間乾燥させることでガ
ラス基板表面をアミノ基で修飾した。続いて、水中で超音波洗浄することで表面に残っ
た未反応の 1 % 3-（2-aminoethylaminopropyl）trimethoxysilane を取り除き、基板を
乾燥させた。表面処理されたガラス基板上に、３．２．２．１で述べた光硬化性樹脂製
のマイクロチャンバーアレイを作製した。このマイクロチャンバーアレイ基板を 1 










アレイ基板上にあるマイクロチャンバーアレイに 5 μl 滴下した。アビジン修飾された




































実験に用いた 60 倍の対物レンズ（LCPlanFl 60×、オリンパス株式会社）で撮影した


























記録するソフトウェアとした。装置に用いた CCD カメラ自体は 1 秒間に 30 枚の画像を
撮影・出力できるが、上記の画像解析処理のために画像の入力から計測までで 100 ms
のインターバルが必要であった。図 3-7 に、画像解析で得られた大腸菌の長さ変化を示



































































































































































































































































































































































































セルソーター（Fluorescence –Activated Cell Sorting; FACS）[20],磁気活性化細胞




















90 年 代 に 入 っ て か ら 本 格 化 し 、 現 在 で は 熱 可 塑 性 樹 脂 の 一 種 で あ る
Polydimethylsiloxane (PDMS)を用いて化学分析チップなどを作製する方法が広く普及








































 図 4-3 に、セルソーティングチップの模式図およびチップ内に形成された微小流路の
顕微鏡写真を示す。セルソーティングチップはシリコーン系熱可塑性樹脂である PDMS
表面に微小流路を構築し、ガラス基板と貼り合わせることによって作製されている。チ











４．２．２．２ PDMS を用いたセルソーティングチップの作製プロセス 
PDMS への微細加工は、４．１で述べたように鋳型の微細構造を PDMS に転写すること
によって達成されるため、まず目的とする微細構造を持った鋳型を作製する作業が必要
となる。図 4-4 に、鋳型の作製から PDMS チップ完成までの概略手順を示す。また、以
下に本研究で行った PDMS セルソーティングチップの作製方法について述べる。 
 
（１） フォトマスクの作製： 



















1.0×10-7 atm、処理時間：30 s とした。 
③ 基板上に2 mlの光硬化性樹脂を滴下し、２．２．２で述べたスピンコータ （ー1H-DX2、
ミカサ株式会社）を用い、膜厚 25 μm となる条件、500 rpm で 5 秒間、続いて 2,000 
rpm で 30 秒間回転させ、均一なレジスト膜を基板上に作製した。 
④ 光硬化性樹脂に含まれる溶媒を揮発させて固めるために、ソフトベークと呼ばれる
加熱処理を行った。はじめに 65 ℃にて 3 分間、次に 95 ℃にて 7分間ホットプレー
ト上で加熱した。 
⑤ ２．２．３で述べたコンタクト式露光装置を用い、④の基板上に（１）で作製した
フォトマスクを密着させ、高圧水銀灯から発する i 線（365 nm）で 200 mJ/cm2の条
件で露光を行なった。 
⑥ 光硬化性樹脂の重合反応を促進させるため、ポストベークと呼ばれる加熱処理を行
なった。はじめに 60 ℃で 1分間、次に 95 ℃において 3 分間ホットプレート上で加
熱した。 














10 対 1 の比率でよく混ぜ合わせ、（２）で作製した鋳型基板上に約 5 ml 滴下した。 
② PDMS を混ぜ合わせる際に発生した気泡が抜けるのを 2～3 分待ち、基板を 75℃に余
熱しておいた高温チャンバー（ST-10、エスペック株式会社）に入れて 90 分間加熱
した。 
③ 硬化した PDMS を鋳型から剥がし、革細工用の穴開けポンチを用いて各リザーバー
用の穴（直径：2 mm）を開けた。 
④ ③の PDMS シートと洗浄済みのスライドグラスを、２．２．４で述べたプラズマエ
ッチング装置（FA-1、株式会社サムコインターナショナル研究所）の平面電極上に
貼り合わせ面を上にして並べ、出力電力：55 W、圧力：1.0×10-7 atm、反応時間：
30 s の条件で酸素プラズマ処理した。図 4-5 に示すように、PDMS 表面を酸素プラズ
マ処理することで PDMS 表面のジメチル基（CH3-Si-CH3）が水酸基（HO-Si-OH）に変
化し、この状態の PDMS を洗浄済みガラス基板と貼り合わせることで PDMS およびガ
ラスの表面の水酸基同士が縮合反応を起こしPDMSとガラス基板同士を強固に結合さ
せることができる。 
⑤ ④で処理した PDMS シートとスライドグラスを貼り合わせた後、サンプル用インレ
ット、バッファー用インレット、ゲル用インレット 2 カ所、回収リザーバー、およ
び廃棄リザーバーには外径：6 mm、内径：4 mm、高さ：5 mm のアクリルパイプをエ
ポキシ系接着剤で接着し、さらにサンプル用インレットおよびバッファー用インレ











② アガロースの粉末（Type Ⅱ-A、シグマアルドリッチジャパン株式会社）を 0.5 M
の塩化ナトリウム溶液に加えて濃度 1%（w/v）のアガロース溶液とし、電子レンジで
加熱して完全に溶解させた。 
③ ②のゾル状態のアガロースを、手早く（３）⑤でチップに取り付けた左右 2 カ所の




流路内部を pH8.0 の Phosphate Buffered Saline（PBS）に溶解させた濃度 7 mg/ml






























た。各種フィルターのポアサイズは、Durapore は 0.22、0.45 μm、Isopore は 0.2、0.4、
0.8 μｍ、Omnipore は 0.2、0.45、1.0 μｍ、Express は 0.22 μｍ、Fluoropore は 0.2、
0.45 μｍ、PVC は 0.8 μｍ、そして Nylon は 0.2、0.45 μｍのものを用いた。これら
50 
 
のフィルターにアクリル製の筒（外径：6 mm、内径：4 mm、長さ：5 mm）に熱圧着させ、
コンタミネーション防止用フィルターとしての評価を行った。図 4-10 に示すように、
約 110 ℃に加熱したコテの表面に選定候補のフィルターを置き、アクリルパイプを 2
～5秒押し付け熱圧着した。各フィルターをアクリルパイプに熱圧着させた後、フィル
ターに 10 μl の純水を添加し、親水性および透明度を評価した。この時の評価の様子




側に大腸菌を添加した LB 培地を、そしてパイプの外側には LB 培地のみを分注した。ア
クリルパイプの上部にはアルミナボールで蓋をし、パイプ内に大腸菌を添加した直後と


























るかを調べた。図 4-14（a）に示す、幅 20μm のサイドシースフロー用流路が同じ流路
幅のままサンプル用流路に接続するチップでは、細胞の分布が 20μm から 10μm に狭ま
った（図 4-14（b）、（c））。一方、図 4-14（d）に示す、サイドシースフロー用流路の幅
が 200μm から 20μm へと細くなりながらサンプル用流路に接続するようにしたチップ
では、細胞の分布は 5μmまで狭くすることができた（図 4-14（e）、（f））。図 4-15 に、





流路幅である 50μm から 5μmへと収束した。 
 











た。サンプルとして直径 2.5 μm のポリスチレンビーズをサンプル用インレットに分注
した後、サンプル用インレットおよび Z軸シースフロー用インレット双方に共通の圧力
がかかるように加圧し、セルソーティングチップ中央画像認識領域において撮影された
粒子画像を解析して粒子面積のばらつき具合を調べた。図 4-17 に、Z 軸シースフロー
を追加したチップにおける、直径 2.5 μm ビーズの面積分布を示す。Z軸シースを附加
することで、粒子の流路深さ方向の分布を制限でき、フォーカスずれによる粒子面積の








面高さの差を ߜ݄とし、単純化のために長さが ܮで半径が ܽの円筒内に粘性率 ߟの流体
が流れるときの平均速度 ܸを考える。 
 円筒の両端に作用する圧力を、それぞれ ݌ଵ、݌ଶ (݌ଵ > ݌ଶ)とし、流体は速度 ݒで右
向きに流れているとする。このとき、図の半径 ݎの円形の断面内の流体に作用する右向
きの力 F は、 
54 
 
ܨ ൌ ߨݎଶሺ݌ଵ െ ݌ଶሻ														ሺ4.1ሻ 
である。一方、この半径 ݎの円筒のすぐ外側の流体の表面には、右向きにずり応力 
ܶ ൌ ߟ ݀ݒ݀ݎ 													ሺ4.2ሻ 
が作用している。その反作用として、半径 ݎの円筒内の流体の表面には左向きの応力 
ܶᇱ ൌ െߟ ݀ݒ݀ݎ 										ሺ4.3ሻ 
が作用する。この左向きの力 





2ߟܮ ሺ݌ଵ െ ݌ଶሻ									ሺ4.5ሻ 
となる。これを積分してݒሺܽሻ ൌ 0の条件を用いると、 
ݒሺݎሻ ൌ ሺ݌ଵ െ ݌ଶሻ4ߟܮ ሺܽ




8ߟܮ ሺ݌ଵ െ ݌ଶሻ									ሺ4.7ሻ 
となり、平均流速 ܸ は単位面積あたりの流量 ܳ/ߨܽଶであるため、	
ܸ ൌ ܳߨܽଶ ൌ
ܽଶ








ここで、底面積の大きさが ܵのリザーバーから断面積 ܵ′の円筒内に流速 ݒの流体が




ߜ݄ ൌ 2ݒܵ′ܵ ݐ									ሺ4.9ሻ 
 この式から液面高さの変化 ߜ݄はリザーバーパイプの底面積が大きいほど、少なくな
ることがわかる。そのため、リザーバーパイプの底面積はチップ構造の妨げにならない















݌௔ ൌ ݌ଶ ൅ ߩ݃ߜ݄									ሺ4.10ሻ 
となる。ここで ݌ଶ との比として表すと空気圧と液面高さの差との関係は、 


















ゲル電極に含まれる電解質は重要である。図 4-21 は、濃度が 0.5 M である様々な電解
質を含んだ 1%アガロースゲル電極の抵抗値（Ω/mm）を示している。ここでは、内径 1 mm
のシリコンチューブに充填したアガロースゲルの抵抗をインピーダンスアナライザ











































めブリッジ部分の長さを 30 μm とした。また、ブリッジ部分の幅についても流路成形





































することで、カメラのフレームレートである 33 ms 以内でリアルタイム画像処理可能で
あることがわかった。 



























図 4-30 に、2 μm のポリスチレンビーズをサンプルとして、粒子濃度を変えながら
画像認識させた場合のソーティングエリアの顕微鏡写真を示す。この結果、粒子濃度が







109 個/ml 台の粒子濃度が使用できる濃度の限界であることがわかった。 
一方、図 4-31 は同じく 2 μm ビーズを用い、流速を変えて画像認識させた時の顕微
鏡写真を示す。1/200 秒カメラで設定可能な最小のシャッター速度である 1/2,000 秒で
撮影したが、流速の増加と共にビーズの被写体ブレによりビーズの像が流れの方向に引
き延ばされて歪んだ。流速 2.9 mm/s で撮影したビーズの像は一見歪みがなさそうであ
ったが、1/2,000 秒（=500 μs）で進む距離を考えると、2.9 mm/s の流速でも 1.5 μm
程度ブレが発生することとなり、ここで使用した 2 μm ビーズのように小さい粒子では
画像解析の際に大きな誤差となる。どの程度の被写体ブレまで許容できるかについては、
光学的には使用する対物レンズと照明に使用する光源の波長によって決定されるが、仮














 図 4-33 は、2μm と 5μm のビーズの混合サンプルを用い、5μm のビーズを認識した
時に 5V の電圧を印加するように動作させた時のエラー率の流速依存性を示している。
















大きさを指標としてソーティングを行った。電圧印加は Hela 細胞（十数μm 程度）に
比べて小さい赤血球（8 μm 程度）に対してのみ行う条件とし、10V でソーティングを

















評価を行った。図 4-37 に、検討用に構築した実験系を示す。ここでは NA=0.28 の対物
レンズ（M Plan Apo 10x、株式会社ミツトヨ）および、12 倍ズームレンズ（Navitar）
を正立顕微鏡（IX51、オリンパス株式会社）の筐体に組み込んで使用した。被写界深度
の評価は、図 4-37（b）に示すように顕微鏡のステージの高さを変えながら直径 10 μm
のポリスチレンビーズを観察することによって行った。また、比較用に一般的な顕微観
察光学系の例として、倒立顕微鏡（IX70、オリンパス株式会社）を用いた。レンズのフ
ォーカスがビーズに合って観察できるステージの高さを 0 μm とし、ステージの高さを
最長 25 μm まで移動させて、一般光学系 IX-70 とズーム光学系の観察画像の被写界深
度を比較した。まず、一般光学系IX-70で高さを 5 μm間隔で観察したビーズの画像と、





輝度分布では、深度 0 μm では、ビーズの直径の両端で輝度が極端に下がり（図 4-38
（a））、ピークの様に観測されていたが、深度 5 μm〜15 μm では、深度が深くなるに
つれて 2 つのピークがなだらかになった（図 4-38（b）、（c）、（d））。深度 20 μm〜25 μm
では、観察画像でもビーズの像が認識できなくなり、ビーズの真中も黒くなり、輝度変






る仕様を表 4-2 にまとめた。また、15 μm のポリスチレンビーズを一般光学系 IX-70






なった（図 4-40）。20 倍対物レンズ（LCPlanFl 20×：NA＝0.4、オリンパス株式会社）
では、10 倍対物レンズに比べ開口数が大きく、ビーズの輪郭などが明瞭になり、空間
分解能が向上したことが示唆された（図 4-41）。しかし、被写界深度は 5 μm の深度で
すでにビーズの真中が黒くボケてしまい、また、輝度変化は急激に変化した。同様に


















深度が 25 μm 以上保たれ、一般光学系 IX-70 と比較すると、1.6〜5.0 倍も深い被写界
深度が実現できている事がわかった。 
一方、被写界深度の別の確認法として、ズーム光学系において 10 μm 間隔のミクロ




谷の差を高さに対してプロットしたものである。高さの差が 30 μm においてコントラ





４．３．６ 1/2,000 秒リアルタイム画像処理によるソーティングの高速化 
４．３．６．１ 1/2,000 秒カメラに対応した高速画像処理ボードの開発 
本研究で開発したオンチップ・セルソーターは、微小流路チップとリアルタイム画像
処理を用いて既存の装置にはなかった細胞の直接観察に基づいた細胞精製技術を実現
しようとしたものであった。しかしながら、既存の FACS が 1 秒間に数万細胞の処理が




に 1/2,000 秒カメラの写真を示す。カメラに用いられている受光素子は 1 インチ CMOS
センサーであり、撮影可能な画像サイズは 1/2,000 秒のフレームレートで 1,024×248















した。図 4-50 に、1/2,000 秒ごとに細胞を連続画像処理する場合の画像認識領域サイ
ズと流速の考え方についての模式図を示す。1/2,000 秒カメラの撮影可能画像サイズが
1,024×248 画素であると述べたが、撮影した画像を 1/2,000 秒以内でリアルタイム画
像処理するために、実視野において流れ方向に 100 μm 分の領域の画像のみに対して画
像処理を行うよう設定した。この領域を画像認識領域と呼ぶ。便宜上細胞が等間隔に並
んだ流体を考えると、1/2,000 秒カメラの撮影時間 500 μs ごとに画像認識領域の 100 
μmずつ流体が移動すれば画像認識される流体を重複なくすべて検査できることになる。
この時の流体の移動速度 200 mm/s を装置全体における処理時間の基準とした。細胞の
撮影からソーティング電圧用信号出力までのタイミングチャートを図 4-51 に示す。カ
メラで撮影された画像を画像処理ボードに転送するのに 1 フレーム分の時間が必要で
あり、画像処理にも 1フレーム分の時間が必要であったため、撮影が完了してから 1 ms
後にソーティング電圧が出力される仕様とした。また、ソーティング電圧の出力回路に




４．３．６．２ 高輝度パルス LED 光源の開発 
高速カメラは高速になるほど露光時間が短くなり撮影像に光量不足が生じる。主に産
業用アナログカメラで用いられる National Television System Committee(NTSC)規格
では、ビデオレートは約 30 コマ/秒であり露光時間は最大 33 ms であるが、1/2,000 秒








ザ光源、3）パルス LED 光源の 3 種類が候補として考えられた。1/2,000 秒カメラと同






繰返周波数が 2kHz 以上で点灯可能なインコヒーレント光源として、高輝度パルス LED
を用いた照明用光源の開発を行った。図4-53に開発したパルスLED光源の写真を示す。
また表 4-4 に光源に使用した LED 素子の仕様を示す。LED 素子は、図 4-48 に示した
1/2,000 秒カメラの最大感度波長に合わせ 527 nm のものを選定した。LED の発光時間は
1～5 μm の 5 段階に切り替えできるようにした。図 4-54 に示すように、照射光学系は
平凸レンズ 3 枚で LED からの光を集光する構成とし、光源の筐体がセルソーティングチ
ップのリザーバーパイプに干渉しないよう作動距離は 30 mm とした。LED は 1/2,000 秒
カメラからの外部同期信号に同期して発光するようにし、発光時間は 1～5 μs の間で
1 μs 単位で切り替えて使用できるようにした。パルス光源の発光をカメラ露光と同期
させるタイミングチャートを図 4-55 に示す。また、図 4-56 に直径 10 μm のポリスチ
レンビーズを空気加圧によって平均流速が 200 mm/s となるようセルソーティングチッ
プ内を送液し、倒立顕微鏡に取り付けた 1/2,000 秒カメラで撮影した写真を示す。この

























の電圧が印加されるまでに 1ms 必要であるため、200 mm/s の流速で送液することを前
提に、サンプル用流路とゲル電極のブリッジ部分が接するソーティング領域と画像認識











らのソーティング電圧出力トリガ信号を受けて 2 kHz で最大 350 V を出力可能なソーテ
ィング電源を搭載した。 
 
４．３．６．５ 1/2,000 秒画像処理による粒子識別能力の評価 
図 4-59 に、４．３．６．４で述べた試作機を用いて流速 200 mm/s で流した直径 5 μ





す。直径 5 μm と直径 10 μm のビーズを画像で識別可能であることがわかった。 
 
４．３．６．６ 改良したセルソーティングチップにおけるソーティングの確認 
図 4-61 に、図 4-57 に示したセルソーティングチップを用いて、直径 10 μm のポリ
スチレンビーズの電場による軌跡の変化を観察した時の顕微鏡写真を示す。粒子像の軌
跡を観察するために流速を 2 mm/s 程度まで遅くした。流路内のバッファーを純水にし

















各フィルターに A～Kまでの文字を割り当て分別した。Omnipore のポアサイズが 0.1 μ
m を A、0.2 μm を B、0.45 μm を C、1.0 μm を Dとし、Isopore のポアサイズが 0.1 μ
m のフィルターを E、0.2 μm のものを F、0.4 μm を G、0.8 μm を H とし、Nylon の
0.2 μmを I、0.45 μmを Jとし、Expressのポアサイズが0.45 μmのものをKとした。
図 4-63 に、寒天培地に現れた大腸菌コロニーの数から換算したフィルターごとの大腸









Omnipore のポアサイズ 0.1 μm（A）、0.2 μm（B）、0.45 μm（C）の 3種について、実
際にセルソーティングチップの回収リザーバーにフィルターを取り付けて培養実験を
行った。図 4-64 の上段に培養 1 日目のチップの写真を、中段および下段に培養リザー
バー内のマウス心筋細胞の顕微鏡写真を示す。また図 4-65 の上段に培養 2 日目のチッ
プの写真を、中段に培養リザーバー内の顕微鏡写真を、そして下段には培養リザーバー
内外から回収した培地を寒天培地に塗布してインキュベートした結果の写真を示す。フ
ィルターC（ポアサイズ 0.45 μm）のフィルター内部は、大腸菌が混入していた(約 1
×1010~12 CFU/ml)。フィルターB（ポアサイズ 0.2 μm）は、混入率はフィルターCと比
























は、直径 2 μm のビーズと 250 μM のフルオレセインを混合したサンプルを純水で満た
したセルソーティングチップに流し、直流電圧を印加した時の様子を示す。わかりやす























４．４．３ 1/2,000 秒オンチップ・セルソーターの課題 
ソーティングの処理速度向上を図る目的で 1/2,000 秒カメラを用いた装置試作を行
ったが、1/2,000 秒カメラの画像に縦縞のノイズが多く発生しており、ポリスチレンビ
ーズという単純な形状の画像認識においても特に 10 μm ビーズの認識で誤差が多い原
因となっている。このノイズは、イメージセンサを制御するファームウェアがまだ不十








４．４．４ 1/10,000 秒ソーティング実現に向けての検討 
現時点で最も処理速度の速い細胞分離技術は、ジェットノズルと液滴荷電によるセル
ソーターであり、数万細胞/秒の処理速度を謳っている。しかし、性能評価用ビーズを








図 4-67 に、PDMS セルソーティングチップを用いて、純水中で 2 μmビーズを 200 mm/s
の流速で流しながらソーティング電圧を印加し続けた時のソーティング効率、および電
圧印加によってビーズが流路中を移動する時のシフト量を示す。図 4-67(a)に示すよう





図 4-68 は、PDMS セルソーティングチップのソーティングエリア部分の模式図に、ソー
ティング電圧を印加した場合としなかった場合のビーズの軌跡を重ねたものである。こ
の図から、ビーズが電場の作用を受けて移動を始めてから廃棄用流路に移動が完了する
までの作用領域は、およそ 80 μm であることがわかる。図 4-67(a)では 45 V の電圧印
76 
 
加で 90 %のビーズが 80 μm の作用領域を流れる間にソーティングされたことになり、
この間にかかる時間は 400 μs である。比例計算が成り立つと仮定すると、1/10,000
秒、すなわち 100 μs の電圧印加時間でソーティング効率を 90 %とするためには、45 V


















































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































く必要があった。そこで新たに 1064 nm および 1480 nm の赤外レーザの収束光加熱で加
















５．２．１ 1064/1480 nm 二波長レーザ集束光加熱加工装置 
図 5-1 に、1064/1480 nm 二波長レーザ収束光加熱加工装置の概略図を示す。本装置
は、（１）自動 XY ステージ（を搭載した倒立型位相差顕微鏡、（２）1064 nm および 1480 
nm の二波長赤外レーザに対応した照射光学系の 2 つの部分から構成されている。赤外
レーザによるアガロース加工時の様子を位相差観察できるように、顕微鏡光学系の途中































サイエンス）を用いて、カバーグラス上にクロムを 5 nm の厚みになるように蒸着し、
（b）細胞接着基質である Collagen-typeⅠ（新田ゼラチン）溶液を 150 μg/ml、pH3.0
の条件で 24 時間コートし、続いて 100 μg/ml の Poly-D-Lysine（シグマアルドリッチ
ジャパン株式会社）溶液を 24 時間コートした。次に、（c）ゾル状の 2%（w/v）アガロ
ース（ISC BioExpress, GenePure Lowmelt:melting temp.65℃）を基板上に 20 μl 滴
下し、スピンコータ （ー1H-D7,ミカサ株式会社）を用い 500rpm で 5 秒、続いて 4,000rpm
















海馬初代培養細胞を以下の手順で単離、精製した。まず、妊娠 18 日目の Wister Rat(埼
玉動物実験センター)をジエチルエーテル（和光純薬工業株式会社）で麻酔し、胎児を
取り出し、Dissection medium(hank’s balanced salt solution [HBSS、Invitrogen Corp]、
1mM Pyruvic acid、10 mM HEPES、pH7.2)に移した。胎児から脳を摘出し、顕微鏡下で
海馬を切り取り、メスで組織を細切した後、Phosphate Buffered Saline 溶液（PBS、
137 mM NaCl、2.7 mM KCl、8 mM Na2HPO4、1.5 mM KH4HPO4、pH7.4）で 2 回洗浄した。
その後、Trypsin(0.5 mg/ml)と DNase(0.1 mg/ml)を含む HBSS にて 37℃で 15 分間酵素
処理をした。それを 4℃、1,000rpm で 5 分間遠心分離し、上清を捨て、酵素処理を止め
るために、10 ％Fatal Bovine Serum(FBS、Invitrogen)を含む HBSS を加えてピペッテ
ィングを行った。続いて 4℃、1,000rpm で 5 分間遠心し、上清を捨て Dissection medium





 細胞培養に使用した培地は Neurobasal medium（Invitrogen）に 2 %v/v B27 supplement
（Invitrogen）、10 ％v/v Fatal Bovine Serum（Invitrogen）、 0.074 mg/ml L-glutamine
















例を図 5-5 に示した。まず、アガロースの厚みを 200 μm にして作製したアガロースチ




Olympus）によって確認し（d）、1480 nm レーザの出力 100 mW で穴構造が上部まで貫通
し、1064 nm レーザの出力 40 mW でクロム層近傍のみにトンネル構造が形成されている
ことがわかった。当初微細構造を可視化するための蛍光色素としてローダミンを試した
が、ローダミンがアガロースを通り抜けて拡散してしまったために、色素粒子の大きい




５．３．２ 1480 nm レーザ照射における溶解点の径のレーザ出力依存性 
われわれが行った先行研究では、1064 nm レーザを用いた場合のアガロース加工につ
いて、レーザ出力が 3 mW より小さいと加工できず、照射レーザ出力が 3 mW から 50 mW
の間では加工線幅は出力に比例し、2 μm から 50 μm であった。 
 一方、1064 nm レーザによる集光点での加工とは対照的に、1480 nm レーザを用いた
加工ではレーザビームの通過領域すべてのアガロースを溶解させることができる。図
5-6 に、1480 nm を照射した時の溶解部分の径がレーザ出力と共にどのように変化する





相差検鏡によって観察することができたが、共焦点像ではレーザ出力が 93 mW 未満の場
合確認することができなかった。この理由は、30 秒間という照射条件では加工した穴
がアガロース表面まで貫通せず、共焦点像取得用に用いた蛍光色素が穴の中に浸透しな
かったからと考える。図 5-7 は図 5-6 の顕微鏡写真から計測した穴径のレーザ出力依存































倍の対物レンズ（UPlanFLN 10×, NA：0.3、オリンパス株式会社）を用いて、1480 nm
レーザを出力 40 mW、照射時間 1秒でアガロース層に照射し、複数の細胞培養用マイク
ロチャンバーを作成した（図 5-11（a）、（b））。続いて 20 倍の対物レンズ（LCPlanFL 20
× NA：0.4、オリンパス株式会社）を用い、1064 nm レーザを出力 17mW、50 μm/s で
マイクロチャンバーから近接する別のマイクロチャンバーへ向けてレーザビームをス




















細胞配置後、段階的に神経回路を構築する過程を図 5-13 に示す。培養 2 日目には神
経突起がマイクロトンネルを伸長し（図 5-13（b））、3 日目にはトンネルの端まで十分
伸長した様子が観察された（図 5-13（c））。その時点で接続されていなかった黄矢印部













































































































































































































































































































































































































































































































































































































きさの異なる 2 種類の粒子を分離する際のエラー率は 5%未満であった。さらに、オ
ンチップ・セルソーターの処理速度向上のために新たに 1/2,000 秒カメラを用い、
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